Индукция  каллуса  у  зрелых  зародышей  кукурузы by Чеченева, Т.Н. et al.
ISSN 0233-7657. Биополимеры и клетка. 1999. Т. 15. № 3 
ВИРУСЫ И КЛЕТКА 
Индукция каллуса у зрелых зародышей кукурузы 
Т . Н . Ч е ч е н е в а , Л . В . Л у ч к о , М . О . Д ы к у н 
Институт физиологии растений и генетики HAKl Украины 
Ул. Академика Заболотного, 152:, КИЕB, 2 5 2 1 4 3 , Украина 
Мсследовлпи возможность индукции каллуса I и IJ типов из зрелых зародышей инбредных линий 
кукурузы Установлено, что использование в качестве эксплантов зрелых зародышей от предвари-
тельно отобран,шх сомаклональных вариантов обеспечивает повышение общего уровни каллусо-
образовакия по .равнению со зрелыми зародышами от исходных инбредных линий. Кроме тот, 
положительный результат достигается за счет мо<)ификации питательной средьи добавление 
гидролиза та катина при индукции каллуса, 6-бензшшминопурина — при индукции регенерации. 
Указанные подходы более эффективны для линий с низким регенерационным потенциалом. 
Введение. Генетическая !зученность и практиче-
ская значимость делают кукурузу ценным объек-
том генетических исследований, проводимых на 
клеточном и молекулярном уровнях. 
Для культуры ткани кукурузы описано форми-
рование каллусной ткани трех типов: морфогенной, 
эмбриогенной и без регенерационного потенциала 
[1 |. По частоте образования готипотенгного каллу-
са от общего числа первичных эксплантов, интен-
сивности и продолжительности сохранения регене-
рационного п отенциала инбредные лин ни кукурузы 
делятся на три группы [2, 3]. Первая группа — 
липши, регенерационный потенциал которых огра-
ничен двумя месяцами, частота тотипотентного 
каллуса низкая. Вторая группа — линии, характе-
ризующиеся колебаниями исследуемых признаков 
в 2—3 раза в зависимос ти от погодных условий. 
Третья группа — линии, стабильно сохраняющие 
способность формировать растения в течение не 
менее полугода с высокой частотой тогипотентного 
KajUiyca (до 30 %). 
Имеются данные, свидетельствующие о генети-
ческом контроле признака регенерац зонной спо-
собности у кукурузы [2, 4—6]. Кроме: того, изме-
нения в составе питательной среды [7 1, различная 
предварительная обработка эксплантов [8] сказы-
ваются на регенерационной способности каллусной 
ткани кукурузы. 
Наиболее существенными компонентами пита-
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тельных сред, влияющими на каллусообразование 
и регенерацию у кукурузы, являются фитогормоны 
и сахароза. Чаще всего для индукции каллуса в 
культуре ткани кукурузы используется регулятор 
роста 2,4-дихлорфеноксиуксусная кислота (2,4-Д). 
При понижении содержания 2,4-Д в сред; с 2 до 
0,25 мг/л и далее до полного его исключения 
наблюдается позеленение каллуса и регенерация 
растений на свету [9]. 
По имеющимся литературным [2, 9] и собст-
венным экспериментальным данным, лучшим экс-
плантом для индукции тотипотентного к JLi л уса у 
злаков, в том числе и у кукурузы, являются 
незрелые зародыши размером 1,0—1,5 мм, что 
соответствует приблизительно 14 дням после опы 
ления. 
Следует подчеркнуть, что узкий сезонный про-
межуток для отбора эксплантов представляет собой 
существенное препятствие для экспериментальных 
работ, работ по клеточной селекции и генетической 
инженерии. В этом смысле более удобным было бы 
использование в качестве исходных эксплзиюв 
срелых зародышей кукурузы. 
Однако уровень образования тотипотентного 
каллуса — морфогенного (I тип) и эмбриогенного 
(II тип) [2 ] — существенно ниже, чем из щитка 
незрелых зародышей. 
Цель настоящей работы — исследование спосо-
бов повышения индукции тотипотентного каллуса 
из зрелых зародышей различных генотипов куку-
рузы. 
Материалы и методы. В качестве исходного 
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материала. использовали сухие зрелые семена инб-
редных линий кукурузы IlHOitep 346, Oh 43 (полу-
чены в отделе экспериментального мутагенеза Ин-
ститута физиологии растений и геи етики HAH 
Украины) и CS 38 (получена нами в 1987 году), а 
также семена от растений-ре г енеранто в из указан-
ных инбредных линий (R6). Сомаклональные рас-
тения-регенераты были выращены нами из куль-
туры незрелых зародышей после культивирования 
каллуса в течение 3—4 месяцев до индукции реге-
нерации. Такие сомаклональные варианты обозна-
чены в тексте, как Π 346-с, Oh 43-е, CS 38-с. 
Каллусные культуры индуцировали из зрелых 
зародышей кукурузы (изолированных из предвари-
тельно простерилизованных и замоченных на 1 сут 
семян). Вычлененные и мелко порезанные зрелые 
ззродыщи культивировали на модифицированной 
агаризоваиной питательной среде (МС:и), содержа-
щей 2 мг /л 2,4-Д, 30 г /л сахарозы с добавлением 
1 г /л асиарагина, 30 г / л маннита [1, 9]. Для 
повышения частоты каллусообразова ния к этой 
основной среде добавляли 100 м г / л гидролизата 
казеина. 
Культивировали в темноте при температуре 
22—24 °С в течение месяца. Далее после пересадки 
каллусы п е р е н о с и л и на свет (освещенность 
2000 лк, ]6-ч фотопериод), к концу поссажа учи-
тывали тип каллусообразования. 
Пол ученые данные обрабатывали статистиче-
ски [12]. 
Регенерационный потенциал полученных кал-
лусов оценивали на основной питательной среде 
(без 2,4-Д) и в варианте с добавлением 6-бензила-
мшгопурииа (БАП, 3,5 мг/г) . 
Результаты и обсуждение. Экспланты из из-
мельченных тканей зрелых зародышей кукурузы 
при помещении в культуральную среду обнаружи-
вают несколько реакций: каллусообразование (раз-
личные типы), корнеобразование, прорастание, от-
сутствие розвития (таблица). 
Поскольку общий уровень каллусообразования 
у исходных линий Il 346 и Oh 43 низкий, а у 
линии CS 38 едва достигает среднего уровня, нами 
были испытаны в качестве исходного материала 
зрелые зародыши из зерновок сомаклональных ва-
риантов этих линий. Следует отметить, что исполь-
зовали такие сомаклональные варианты, которые 
были специально отобраны в ряду поколений по 
повышенному относительно контроля уровню реге-
нерационного потенциала каллуса из незрелых за-
родышей. Такой подход обеспечил достоверное воз-
растание общего уровня каллусообразования у всех 
трех исследуемых генотипов. 
Каллусообразование у сомаклонов уменьшает-
ся в направлении CS 38-с +» Oh 43-с -» П 346-с, как 
и у исходных линий. При этом существенно умень-
шилось нежелательное корнеобразование при ин-
дукции каллуса у Π 346-с, Oh 43-с, CS 38-с по 
сравнению с исходными линиями. 
Генотип исходной инбредной линии оказал оп-
ределяющее влияние и на тип каллусообразования 
(рисунок). 
Сомаклональные варианты обеспечивали до-
стоверное повышение уровня тотипотентного кал-
лусообразования (типы I + II) у генотипов Π 346 и 
Oh 43 с его соответственно низким исходным уров-
нем. У CS 38 с более высоким исходным уровнем 
тотипотентного каллусообразования достоверных 
Реакциг in vitro зрелых зародышей кукурузы 
П н т и м Среда і Количества зароды-шей Каллус, % Корни, % Прорастание, % Отсутствие развития, % 
II 346 M C M 80 15,0±1,7 68,0+3,8 7 ,0±0,7 10,0+1,12 
11 346-е M C M 60 56,6±4,6 16,7+2,0 3 ,4+0,4 23,3+3,02 
II 346-е M C M + К 128 54,7±4,7 15,6+1,3 14,1±1,2 15,6+2,5 
Oh 43 M C M 70 34,3±4,1 51,4+6,0 11,4± 1,4 2,9±0,3 
Oh 43-е M C M 60 46,7±6,0 30,0+3,9 13,3+1,7 1 0 , 0 x 1 , 2 
Oh 43-е M C M + к 60 59,9+3,6 23,0+3,0 10,0±1,3 8,0±1,0 
с:;, за M C M 116 51,7+4,8 20,7 + 1,7 20,7±2,8 6,9+0,6 
Cs 38-е M C M 80 55,0+4,2 10,1 ±1 ,4 20,0±2,2 і 5,0:+1,7 
Ci 38-с M C M + к 72 52,7±6,3 11,1 + 1,3 22,3±2,4 13,9±1,6 
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ЛJM ПЗ-16-c Oh 43 Oh 43-c CS 38 CS 3S-C 
Частота каллусообра:юваник зрелых зародышей из инбредных 
лин Hii кукурузы при добавлении гидрелшата казеина: J — I + Il 
тип; 2 — III тип 
отличий между исходной линией и сом аклональны-
ми вариантами не обнаружено. 
ITo имеющимся литературным данным, значи-
тельное влияние на уровень каллусообразования у 
кукурузы оказывает, кроме фитогормонов, сахаро-
зы, и гидролизат казеина как аминокислотный 
комплекс [13]. Д обавление із состав среды 100 мг/л 
казеина обеспечило достоверное повышение уровня 
общего каллусообразования (типы I + II + III) из 
зрелых зародышей зерновок Π 346, Oh 43 по 
сравнению как с исходной линией, так и с сомак-
лопальными вариантами < рисунок).. 
Для линии CS 38 данный эффект отсутствовал, 
что указывает на необходимость и возможность 
поиска иных способов повышения уровня каллусо-
образования у кукурузы. 
Регенерационный потенциал сформированного 
тотипотентного каллуса из зрелых зародышей инб-
ренных линий и сомаклональных вариантов куку-
рузы оценивали после пересадки на регенерацион-
ный вариант среды МСм. При этом отмечено появ-
ление на поверхности каллусов очагов позеленения 
и единичных прорастающих соматических эмбрио-
нов к концу пассажа. Регенерационны й потенциал 
каллуса из зрелых зародышей инбредных линий и 
сомаклональных вариантов уменьшается в направ-
лении CS 38 -* Oh 43 -> Π 346. Краме того, испы-
тывали влияние на индукцию регенерации допол-
нительного субкультивирования в течение пассажа 
с БАП. Уже через 7—8 дней после начала пассажа 
на среде с 3,5 мг/л БАП на свету возникали 
многочисленные очаги позеленения, при рассмот-
рении под микроскопом обнаруживались соматиче-
ские эмбрионы. Таким образом, подтверждено по-
ложительное влияние на индукцию регенерации в 
каллусе из зрелых зародышей кукурузы субкульти-
вирования с БАП. Аналогичный эффект показан 
ранее на каллусе из незрелых зародышей [11]. 
Использование более высоких концентраций 
БАП и более продолжительное время субкультиви-
рования стимулировали корнеобразование на ран-
них этапах регенерации. 
Следовательно, в настоящей работе мы наблю-
дали различия в интенсивности и типах каллусооб-
разования из зрелых зародышей инбредных линий 
кукурузы и их сомаклональных вариантов, что, 
видимо, можно объяснить неодинаковым спектром 
эндогенных фитогормонов в исходных эксплантах, 
возникшим вследствие культивирования in vitro. 
Подобные различия отмечены при индукции кал-
лусообразования из различных соматических тка-
ней проростков кукурузы [13]. 
Таким образом, за счет методических улучше-
ний (состав среды, подбор исходного материала) 
каллусообразование и регерация растений путем 
соматического эмбриогенеза оказались сальными 
при использовании в качестве эксплантов зрелых 
зародышей кукурузы. 
Кроме того, полученные данные по индукции 
каллуса из зрелых зародышей сомаклональных ва-
риантов исходных линий подтверждают генетиче-
скую обусловленность каллусообразования у куку-
рузы [6 ] и возможность отбора по данному призна-
ку. 
Т. М. Чеченева, Л. В. Лучко, М. О. Дикун 
Індукція калюсу у зрілих зародків кукурудзи 
Резюме 
Досліджено можливості індукції різних типів калюсоутворен-
ня із зрілих зародків інбредних ліній кукурудзи. Встановлено, 
що використання зрілих зародків від сомаклональних варіан 
тів вихідних ліній забезпечує підвищення рівня калюсоутво-
рення. Додавання у середовище для індукції калюсу гідролізату 
казеїну, та для індукції регенерації 6-бензиламінопурипу спри-
яло отриманню позитивного результату. 
Г. N. Checheneva, L. У. Luchko, М. О. Dykun 
Callus induction in mature corn embryos 
Summary 
IVays of increasing of totipotent callus induction for пшшге embryo 
corn inbred lines were investigated. Using mature embryos from 
mature corn grains of somaclonat varients of tested lines led to the 
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increasing of calius formation, level. Best results were obtained when 
casein kydrc lysate was added to callus induction medium and 
6 -ti .nzylaminopurine was added to regeneration, medium. 
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